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Tiivistelma 


Fermentation with bacteria of the genera Alcaligenes, Klebsiella, Pseudomonas or Enterobacter 
produces extracellular polysaccharides which are rich in rhamnose or fucose. These deoxysugars can, 
after acid hydrolysis of the polysaccharide, be isolated from the hydrolysate. 
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Selitys 



Verfahren zur Herstellung von Rhamnose oder Fucoe Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur 
Herstellung von Rhamnose oder Fucose, das dadurch gekennzeichnet ist, d?ss man durch 
Fermentation mit Bakterien der Gattungen Alcaligenes, Klebsiella, Pseudomonas dder Enterobacter 
em an diesen Desoxyzuckern reiches extracellulares Polysaccharid erzeugt, dieses hydrolysiert und 
die gebildeten Desoxy- zucker abtrennt. 

Die Desoxyzucker Rhamnose und Fucose sind auf chemischem Weg nur sehr schwer zugangiich Es 
ist bekannt, dass zahlreiche Bakterien in der Lage sind, Desoxyzucker zu synthetisieren. 

Lipopolysaccharide enthalten sehr haufig Rhamnose und/oder Fucose, ebenso zahlreiche 
extracellulare Polysaccharide, jedoch jeweils nur in sehr geringes, Merjgen. 

Es wurde nun gefunden, dass Bakterien der Gattungen Alcaligenes, Klebsiella, Pseudomonas und 
Enterobacter extracejlulare Polysaccharide synthetisieren konnen, die mehr als 10 % Rhamnose 
u nd/oder Fucose enthalten, und dass diese Des oxyzucker a^sdengebiiaet^ auch 
in fluten Ausbeuten gewonnen werden konnen. Im folgenden werden i bevorzmfe Au^staltunqen 
dieser Erfindung naher erlautert. 

Eine Ausgestaltung des erfindungsgemassen Verfahrens besteht darin, ein Bakterium der Gattung 
Alcaligenes in einem zuckerreichen Medium in belufteter Submerskultur zu fermentieren, das 
gebildete Polysaccharid - nach vorheriger Isolierung und gegebenenfalls Trocknung oder unmittelbar - 
zu hydrolysieren und aus dem Hydrolysat die Rhamnose zu gewinnen. 

Eine andere Ausgestaltung der Erfindung besteht darin, dass ein Bakterium der Gattung 
Pseudomonas, insbesondere der aus der EP-PS 12 552 bekannte Stamm ATCC 31lot61, wie 
beschneben fermentiert und aus dem rhamnosereichen Exopolysaccharid die Rhamnose isoliert wird. 

Eine andere Ausgestaltung der Erfindung besteht darin, dass ein Bakterium der Gattung Klebsiella, 
insbesondere der Art Klebsiella pneumoniae, vor allem der aus der US-PS ii 350 769 bekannte 
Stamm ATCC 31488, wie beschrieben fermentiert und aus dem fucosereichen Exopolysaccharid die 
Fucose isoliert wird. Zahlreiche nichtpathogene Stamme wurden in letzter Zeit aus der Art K. 
pneumoniae ausgegliedert und der neuen Art K. planticola zugeordnet. Unabhangig von dieser 
Nomenklatur betrifft diese Ausgestaltung der Erfindung die Verwendung solcher Bakterien der 
Gattung Klebsiella, die fucosereiche Exopolysaccharide bilden. 

Eine weitere Ausfuhrungsform der Erfindung besteht darin, ein Bakterium der Gattung Enterobacter 
vorzugsweise der Arten Enterobacter cloacae oder Enterobacter sakazaki, wie vorstehend 
beschrieben zu fermentieren und aus dem erhaltenen Polysaccharid Fucose zu gewinnen. 

Die Auswahl geeigneter Stamme der genannten Bakterienarten erfolgt durch chromatographische 
Analyse der gebildeten Exopolysaccharide, die in ublicher Weise hydrolysiert werden, beispielsweise 
durch Papier-, Dunnschicht-, Hochdruckflussig- oder Gaschromatographie geeigneter Derivate. 

Als zuckerreiche Kulturmedien fur die beschriebenen Verfahren dienen solche, die als 
Kohlenstoffquelle im wesentlichen Glucosel Saccharose, Lactose, Galactose, Fructose oder andere 
zuckerhaltige Rohstoffe wie Molke enthalten. Als Stickstoffquellen dienen anorganische Salze wie 
Natnumnitrat oder Ammoniumsalze und/oder organische Stickstoffquellen wie Cornsteep 
(Maisquellwasser), Hefeextrakt, Sojamehl oder dergleichen. Wird Molke als Zuckerquelle verwendet 
so kann aufgrund ihres Eiweissgehaltes der Anteil der ubrigen Stickstoffquellen verringert werden 
Weiterhin enthalten die Kulturmedien die ublichen Salze und Spurenelemente. 

Die Fermentationsbedingungen entsprechen den fur Bakterien dieser Gattungen ublichen: Die 
Temperatur wird in einem Bereich von etwa 25 bis etwa 400C, insbesondere etwa 300C gehalten 
Der pH-Wert wird auf einen Bereich von etwa 6 bis 7,5, insbesondere etwa 6,8 eingestellt und 
konstant gehalten. Die Kultur wird mit etwa 1 bis 2 1 , vorzugsweise 1,5 1 pro Minute und pro 1 
Medium beluftet und geruhrt. 

Nach etwa 5 bis 7 Tagen ist der Zucker abgebaut und die Bakterien haben etwa 15 bis 25 g 
Polysaccharid pro Liter Medium, meistens etwa 20 g/l Medium, ausgeschieden. Der Gehalt an 
Rhamnose bzw. Fucose liegt bei leistungsfahigen Stammen bei uber 20 %, teilweise uber 50 % 
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Diej Hydroly se der F^ysacch^ide erfolgt in bekannter Weise, z. B. mit wassrigen Sauren wie 
Salzsaure, Schwefelsaure, Phosphorsaure Oder Essigsaure, zweckmassig bei erhohter Temperatur, 
vorzugsweise bei etwa 80 bis 1200C. 

Die Hydrolyse ist im allgemeinen nach 4 bis 10 Stunden abgeschlossen. Je nach Art der eingesetzten 
Saure kann diese durch Destination oder neutralisierende Fallung entfernt und die saurefreie 
zuckerhaltige Losung in bekannter Weise aufgetrennt werden. 

Je nach Zusammensetzung des Hydrolysats erfolgt die Abtrennung des gewunschten Desoxyzuckers 
d urch chromatoqraphische Methode n. beispielsweise d urch lonenaustauschchro matographie, od er 
Adsorption an geeigneten oberflachenreichen Sub s tanzen wie Zeolithen . Eine andere hevorzugte 
Aufarbeitung besteht darin, dass das Hydrolysat ferm entati v auf gearbeitet wird, wobei die 
Nebenprodukte abgebaut werden und der gewunschte Desoxyzucker angereichert wird. 

Die erfindungsgemass erhaltlichen Methylpentosen Rhamnose und Fucose eignen sic als 
Ausgangsstoff fur die Synthese von Aromastoffen. 

In den folgenden Beispielen beziehen sich Prozentangaben auf das Gesicht, sofern nichts anderes 
angegeben ist. 

Beispiel 1 Alcaligenes sp. wird in einem Kulturmedium gezuchtet, das pro Liter die folgenden 

Inhaltsstoffe enthielt: 50 g Glucose 0,005 g Fe(MI)citrat 

1,5 g Cornsteep (trocken) 0,001 g MnS04 

1 ,0 g NaN03 0,0005 g ZnCI2 

1 ,0 g KH2P04 0,00012 g CuS04 

0,5 g MgS04.7H20 0,00011 g CoCI2 

0,015 g CaCI2 0,00012 g Na2Mo04 .2H20 0 Die Temperatur der Kultur wird auf 300C und der pH-'ert 
auf 6,8 eingestellt und konstant gehalten. Die geriihrte Kultur wird mit 1,5 1 Luft pro Minute und pro 
Liter Medium versorgt. Nach 6 Tagen ist der Zucker abgebaut. 

Pro Liter Kulturmedium wurden etwa 20 g Polysaccharid ausgeschieden, das zu etwa 50 Vp aus 
Rhamnose, 30 F Glucose, 15 % Galactose sowie etwa 5 % Fucose bestand. 

Das Polysaccharid wurde mit wassriger Salzsaure bei etwa 10000 im Verlauf von 6 Stunden 
hydrolysiert. Anschliessend wurde der Chlorwasserstoff durch Destination entfernt. 

Das neutrale Hydrolysat wird auf eine Zuckerkonzentration von etwa 20 % mit Wasser verdunnt und 1 
% Hefeextrakt, 0,6 % Harnstoff, 0,12 % KH2P04 und 0,018 % Na2HP04 zugesetzt. Nach Einstellung 
des pH-Wertes auf 6,0 bis 6,5 wird mit einer Hefe der Art Saccharomyces cerevisiae beimpft, die die 
Glucose und Galactose aus dem gespaltencn Polysaccharid unter anacroben Bedingungen bei 30 bis 
37lTzu EthandPvergart und die Desoxyzucker zuruckl asst. 

Im Kulturmedium kann anstelle der Glucose als Zucker auch Saccharose, Lactose, Galaktose, 
Mannose, Fructose oder Molke eingesetzt werden, wobei im Falle der Molke nach Bestimmung des 
Lactosegehalts ebenfalls etwa 50 g Zucker pro Liter eingesetzt werden. Aufgrund des Eiweissgehaltes 
der Molke wird der Anteil an Cornsteep und NaN03 entsprechend reduziert Man erhalt so zwischen 
15 und 25 g Polysaccharid pro Liter, die zu 40 bis 60 % aus Rhamnose, 20 bis 40 % aus Glucose, 10 
bis 20 % aus Galactose sowie 1 bis 5 % Fucose bestehen. 

Die Hydrolyse kann anstelle von Salzsaure auch mit Schwefelsaure, Phosphorsaure oder Essigsaure 
bei 80 bis 1200C im Verlauf von 4 bis 10 Stunden erfolgen. Nach der Hydrolyse kann die Essigsaure - 
wie die Salzsaure - durch Destination entfernt werden, wahrend Schwefelsaure und Phosphorsaure 
mit Hilfe von Calciumionen abgetrennt werden konnen. 

Die Abtrennung der Glucose und Galactose aus dem Hydrolysat durch Vergarung kann anstelle von 
Saccharomyces cerevisiae auch mit anderen Hefearten, einzeln oder gemeinsam, erfolgen. 

Aus dem Hydrolysat kann die Glucose auch durch das Enzym Glucoseoxydase in Gegenwart von 
Sauerstoff in Gluconsaure uberfuhrt werden, die bei pH 1 1 bis 12 mit Calcium- oder Magnesium-lonen 
in Form der schwerloslichen Salze abgetrennt werden kann. Hierbei bleiben die nicht umgesetzten 
Zucker im Uberstand gelost, woraus sie isoliert und, falls erforderlich, nach bekannten Methoden 
getrennt werden konnen. 

Beispiel 2 Beispiel 1 wird in der Form abgewandelt, dass das Kulturmedium anstelle von NaN03 und 
KH2P04 pro Liter 1 g Hefeextrakt und anstelle der 1 ,5 g Cornsteep 2 g enthalt. Weiterhin wird anstelle 
von Alcaligenes sp. Enterobacter sakazaki eingesetzt. Die Kermentationsparameter stimmen mit 
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Beispiel 1 uberein. 

In der Kultur werden nach 6 Tagen 16 g Polysaccharid pro Liter gebildet, wobei die Glucose zu 95 % 
abgebaut ist. Das Polysaccharid enthalt etwa 30 S Fucose. 

Arbeitet man anstelle von Glucose mit den anderen in Beispiel 1 genannten Zuckern bzw. Molke, so 
erhalt man innerhalb von 5 bis 7 Tagen pro Liter Kulturmedium 12 bis 18 g Polysaccharid, das 20 bis 
40 % Fucose enthalt. 

Beispiel 3 Das nach Beispiel 1 der EP-PS 12 552 erhaltene rhamnosereiche Exopolysaccharid wird 
gemass Beispiel 1 aufgearbeitet und die Rhamnose isoliert. 

Beispiel 4 Nach den Angaben der US-PS 4 350 769 wird ein fucost:reicL'es Exopolysaccharid erzeugt 
und gemass Beispiel 1 aufgearbeitet. 
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Vaatimukset 



Patentanspruche: 

1. Verfahren zur Herstellung von Rha mnose Oder Fucose . da durch gekennzeichnet, dass man durch 
Fermentation mit 

Bakterien der Gattung Alcaligenes, Klebsiella, Pseudo monas oder Enterobacter ein an diesen 
Desox yzuckern reiches extracellulares P olysaccharid erzeugt, dieses h ydrolvsi ert und die gebildeten 
Desoxyzucker abtrennt 

2. Verfahren nach Ahspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass man mit Bakterien der Gattung 
Alcaligenes oder Pseudomo nas ein rhamnosereiches Polysaccharid erzeugt. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass Bakterien des Pseudomonas- 
Stammes ATCC 31 461 ein gesetzt werden. 

4. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass man mit Bakterien der Gattung 
Enterobacter oder Klebsiella ein fucosereiches Polysaccharid erzeugt. 

5. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dass 
Bakterien der Art Enterobacter sakazaki oder cloacae ein gesetzt werden. 

- 6. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dass Bak terien der Art Klebsiella 
pneumoniae eingesetzt werden. 

7. Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dass 
Bakterien des Stammes ATCC 31 488 eingesetzt werden. 

8. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Fermentation unter aeroben 

Bedingungen bei 25 bis 400C und in einem pH-Bereich von 6 bis 7,5 durchgefuhrt wird und das 
gebildete Polysaccharid bei erhohter Temperatur mit Sauren hydrolysiert wird. 

9. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, dass die Hydrolyse bei 80 bis 1200C erfolgt. 

10. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 9, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Abtrennung des gebildeten 

Desoxyzuckers durch Chromatographic, Adsorption oder fermentativen Abbau der Nebenprodukte 
erfolgt. 
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